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論文内容要旨
目 的
 核小体蛋白p120は大多数の癌細胞で強く発現するが,非分裂期の正常細胞では検出されない。
 その細胞生物学的意義は臨床検体を用いた十分な解明はなされていない。本研究は肺癌における
 核小体蛋白p120発現の意義を明らかにする事を目的.とし,1)樹立肺癌細胞6株を用い,その
 増殖能とp120発現との相関を調べ,2)手術切除肺癌標本におけるp120の発現を免疫組織染色
 を用いて,その臨床像との関連について検討した。
方 法
 (1)樹立肺癌細胞培養株を用いた核小体蛋白p120の発現
 肺癌細胞培養株6種(扁平上皮癌;Sq49,HS-24,腺癌;A-549,RERF-LCMS,小細胞癌;
 Lu-65,SBC-3)を用い,細胞増殖能とp120蛋白の発現を検討した。
 (1)肺癌細胞培養および細胞倍加時間の測定
 (2)肺癌細胞株におけるp120蛋白の免疫組織染色
 (3)ウエスタンプロット法によるp120蛋白の発現
 14)ノーザンブロット法によるp120mRNAの発現
 各培養細胞からtotalRNAを抽出して行った。
 (5)各細胞株における細胞周期の解析
 培養細胞をアルコール固定した後,DNAをP.1.染色しFACSortにかけ,G1,S,G2/M期
 の割合を検討した。
 (6)ヌードマウス皮下移植腫瘍の増殖とp120蛋白の発現
 各種培養細胞をヌードマウスに移植し,腫瘍の増殖速度を求めた。また摘出した腫瘍に
 p120免疫組織染色を行った。
 (II)手術切除肺癌組織標本における核小体蛋白p120の発現
 1993年9月より1994年12月の間に関連3病院において原発性肺癌と診断され,手術切除さ
 れた肺癌組織標本38症例(扁平上皮癌;13例,腺癌;19例,大細胞癌;5例,小細胞癌;1例)
 から新鮮凍結切片を作成し,p120モノクローナル抗体を使い免疫組織染色を行なった。
 (1)新鮮凍結手術切除肺癌組織標本におけるp120蛋白の発現
結果
 (1)樹立肺癌細胞培養株を用いた核小体蛋白p120の発現
 1)抗p120モノクローナル抗体を用いた免疫組織染色では,癌細胞の核小体が明瞭に染色され
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 た。各癌細胞株は共に80%以上と高率に染色され,各細胞株間では核小体蛋白p120発現に差
 異を認めなかった。
 2)培養癌細胞の細胞倍加時間を測定したところ,Sq-19は34時間,またRERF-LCMSは27
 時間前後と他の癌細胞株(15-26時間)に比べ延長していた。またFACSor七により細胞周期
 を検討したところ,この2株はS期の割合が他の4株に比べ低下していた。一方p120の発現
 をウエスタンプロット法,およびノーザンブロット法で検討した結果,前述の2株は共に低下
 していた。以上より,p120の発現レベルは,細胞倍加時間が長く,S期の割合の少ない細胞
 株で低下していると考えられた。
 3)ウエスタンプロット法によるp120蛋白の発現レベルとノーザンブロット法を用いた
 p120mRNAの発現レベルは良く相関し,p120の発現は,転写レベルで制御されていることが
 示唆された。
 4)各培養癌細胞をヌードマウスの皮下に移植し,その生着率,腫瘍増大速度,および皮下移植
 腫瘍のp120蛋白の発現を免疫組織染色法で検討した。その結果,腫瘍増大速度は小細胞癌2
 株で早く,腺癌株では遅かった。扁平上皮癌株はその中間値を示していた。またヌードマウス
 皮下腫瘍組織は,p120免疫組織染色で共に高率に染色され,各細胞株間での差異は認められ
 なかった。RERF-LCMSは1×10,個でも腫瘍細胞が生着せず,腫瘍原性の低下が示唆された。
 (H)手術切除肺癌組織標本における核小体蛋白p120の発現
 1)各組織型の陽性率は,扁平上皮癌で平均67.7%(43.2～8L4%),腺癌35,3%(8.4～57.1%),
 大細胞癌では30.1%(13.9～52.0%)であった。小細胞癌は1例のみであったが77%と高率に
 染色された。p120陽性率において扁平上皮癌と腺癌,大細胞癌の闇には,t一検定で有意差が
 認められた。
 2)各組織型におけるp120陽性率と,年齢,性別,Sむage分類,癌細胞分化度,予後との相関
 を検討した。扁平上皮癌ではp120陽性率が高く,それぞれの因子との闇に相関を見い出しえ
 なかった。腺癌,大細胞癌では年齢,性別,Stage1分類および細胞分化度との闇に有意な相
 関は認めなかったが,予後との相関の可能性が示唆された。即ち,Stage分類とは関係なく
 p120蛋白陽性率の高い症例では術後生存日数の短い傾向が認められた。pエ20蛋白の予後因子
 としての可能性は,現時点では術後の時間経過も短く,また症例数も少ないため,さらなる検
 討が必要である。
 本研究は肺癌細胞株および手術肺癌組織における核小体蛋白p120の発現を細胞生物学的見地
 から検討したものである。肺癌細胞株を用いた検討では,p⑫0の発現と各細胞株の増殖能(細
 胞倍加時間,S期の割合)との間に相関を見いだした。これは乳癌細胞株で報告された結果と一
 致するものであった。
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 審査結果の要旨
 核小体蛋白p120は,多くの癌細胞に強く発現する特徴的な蛋白である。その機能はなお充分
 に解明されていないが,p120遺伝子導入によるMH3T3細胞の悪性化,アンチセンス遺伝子導
 入による乳癌細胞の増殖抑制などの事実より,癌細胞の増殖に深く関与すると考えられる。近年,
 酵母の増殖期に強く発現するp120のhomologがクローニングされ,p120は細胞の増殖に関与
 する基本的な蛋白であることが示唆された。p120の臨床検体による研究は乳癌において2,3
 の報告を見るに過ぎない。本研究は肺癌における核小体蛋白p120発現の意義の解析を目的とし,
 樹立肺癌細胞6株においては細胞増殖能とp120発現との関連を検討し,手術切除肺癌臨床検体
 を用いてはp120発現と臨床像の関連について,免疫組織染色法を用いて検討した。
 その結果以下の成績を得た:
 1.p120蛋白発現レベルはp120mRNAレベルと良く相関し,p120は転写レベルで制御され
 ていることが示唆された。
 2.核小体蛋白p120は,検討肺癌細胞6株全てに発現し,その発現レベルは,細胞倍加時間
 が長く,S期の割合の少ない細胞株で比較的低かった。
 3.肺癌細胞株の皮下移植腫瘍では,p120蛋白は高率に発現し,各細胞株間での差異は見ら
 れなかった。
 4.切除肺癌組織におけるp120陽性率は,扁平上皮癌,小細胞癌で高く,腺癌,大細胞癌で
 は低く,両者の間には,有意差が認められた。
 5.腺癌においてp120陽性率の高い症例は,術後生存日数の短い傾向がうかがわれた。
 本研究は肺癌細胞株および手術肺癌組織における核小体蛋白p120の発現を,細胞生物学的見
 地から検討したものである。肺癌細胞株を用いた検討では,p生20の発現と細胞の増殖能(細胞
 倍加時間,S期の割合)との間に相関が見られ,乳癌細胞株で報告された結果と矛盾しない。切
 除肺癌組織における検討では,扁平上皮癌は,腺癌,大細胞癌に比べp120の発現が強く,両者
 に有意差を認めた。この組織型によるp120発現レベルの相違は,本研究で始めて明らかにされ
 たものであり,p120が単に細胞増殖のマーカーとしてだけではなく,組織型や分化度における
 増殖性,あるいは抗腫瘍剤感受性などのマーカーになりうる可能性を示した。p120の肺腺癌に
 おける予後因子としての可能性は,さらに症例を追加して検討する必要がある。以上の知見は,
 従来の癌関連因子にはない,増殖性に直接的関連を持つp120の特徴を明らかにし,さらに臨床
 経過,あるいは抗癌剤反応性の指標としての可能性を拓くものとして,学位に値すると考える。
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